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カ ルボ キ シル 基 とア ミノ基 が メ チ レン基 をは さんで も っと も遠 く位 置 してい る ア ミノ酸 を ω一ア ミ
ノ酸 と総 称 して い る。生 物 界1こ広 く分 布 す る β 一 アラニ ンは代表 的 な ω 一ア ミノ酸 で あ り,パ ン トテ
ン酸 の構 成 成分 と しての 重要 性 は も と より,動 物 の筋 肉組織 に塩 基 性 ア ミノ酸 とジペ プ チ ドを形成 し
て存 在 し,末 梢 神 経刺激 伝 達物 質 として の作 用 が示 唆 され て い る。 また 昆虫 類 にお いて は β一 ア ラニ
ル チ ロシ ン と して存 在 し,昆 虫が 大 量に必 要 とす る チ ロシ ンの溶 解性 を 高 め る役割 を担 い,高 等植 物
で は 完熟 ホル モ ンで あ るエ チ レ ンの前 駆 物質 と して 知 られ,代 謝 生理 上 非常 に 重要 な ア ミノ酸 で あ る。
'
しか し,そ れ に もか か わ らず,β 一 アラニ ンに 関 し詳細 な研 究 は ま った く行 な われ て いな い のが現 状
であ った 。 これ は ω一ア ミノ酸 に特異 的 な定 量 法 が開発 され て いな い ことも一 つの 原 因で ある。 そ こ
で 本研 究 で は,ま ず β 一ア ラニ ンの 定量 法 の検 討か ら着 手 した。 す なわ ち,第1編 で は ω一ア ミノ酸
一 般 の特 異的 定 量法 を確 立 し
,本 方法 が 広 い応 用範 囲 を持 ち,ω 一ア ミノ酸 の生 物界 で の分 布 の検 討
に止 ま らず,・酵素 化 学 お よび 比較 生化 学 的 手 法 と して 用 い得 るこ とを明 らか に した 。つ いで 第 旧編 で
は,微 生 物1こおけ る β一アラ ニ ンの生 成 と分 解 が現 在 不明 な こ とか ら,本 定 量 法 を応 用 して β一アラ
ニ ンの代 謝 に検 討 を加 えた 。 さ らに 関連 す る酵素 の精 製 を行 ない,諸 性 質 を明 らか にす る こ とに より
β 一 アラニ ンの 代謝 経路 につ い て総合 的 な研 究 を行 な った 。
,
1.β 一ア ラニ ンの定 量 法 の確 立
1.β 一 ア ラ ニ ン の 比 色 法
古 くか ら遊 離 ア ンモニ アが 次亜塩 素 酸 イ オ ン存 在下 で フ ェノー ル と反 応 して イ ン ドフ ェ ノー ル を生
成す るBerthelot反 応 が 知 られ て い る(Fig.一1.)。
NH3十 〇Cl一 一→NH2GL十 〇H-
Chloramine






こ のindophenolは630nmに 吸収 極大 を持 つ青 色 を呈 し,尿 や血 中 の ア ンモニ アの 定量 に用
い られ て い るが,.ア ミノ酸 は ま った く陰性 で あ る と.考え られ て いた。 しか し高濃 度の 試薬 を使 用 し,
反 応温 度 を高 くす る ことに よ り,グ ー ア ラニ ン等 ω一ア ミノ酸 が 非常 に よく反 応 し,Fig,一2に 示
す よ うに 同様 の発 色 を示 す ことが 明 らか にな った。 そ こで フ ェノー ル と次亜 塩素 酸塩 の 有効 塩素 の 至
適濃 度 の決 定 を行 な い,ア ン.モニ アの定 量に 用 い る0,5-1%濃 度 より高 い .6%フ ェノー ル と7.5
%の 有 効塩素 が最適 で あ る ことを 知 った。 ま た本 反応 は0,2Nホ ウ酸 イオ ンの 添加 に より25%の 発






















反 応温 度 と反 応 時間 の 関係 をFig.一3に 示 したが,室 温 よ り100℃,lo分 間 の 反応 が約2倍 高
い吸 光度 を与 えた・ この1・ 分 間 の蝋;rよ 姓 成 した 鱗 は 約5時 間 安定 で あ1λ また フ ・ノー ・レ
試薬 は1カ 月,次 亜 塩素 酸塩 溶 液 はfO日 間 安定 で あ った。 本 方 法に よ り β一ア ラニ ンは1-100μg
までBeerの 法 則が 成 立 し,定 量が 可能 で あ る こ とが 判明 した 。 またd一 ア ミノ酸で ω 一位に ア ミ
ノ基 を持つ もの 以外 は ま った く発 色せ ず,第2級 お よ び第3級 ア ミン も反 応 しなか った(Tablθ 一1)。
そ こで この 比色 定 量法 を用 い て β一 ア ラニ ンお よび γ一 ア ミノ酪 酸 を生 成 す る各 種酵 素 活性 の測 定
を試 み た結 果,再 現性 良 く,ま た他 の 方 法に よる測定値 と非常 に よく一致 した。Fig.一4は β 一ア
ー38一
ラニ ン ア ミノ基転 移 酵素 の逆 反応 に よ り.生成 す る β一 ア ラニンを定 量 して 活性 を測 定 した 結果 で あ る。
これ らの事 実 か ら本方 法 を β一 アラニ ンを は じめ ω「 ア ミノ酸 の 代 謝研 究 に 利 用 し うる ことが 明 らか
に な っ た 。


















































































































































































































































2ω 一 ア ミノ酸 の 自動 分析 法 の 確立
β 一 ア ラニ ン等 の ω一 ア ミノ酸 を非常 に高感 度 で 定量 し うる こ とか ら,こ の比 色 法 を利用 して ω一
ア ミノ酸 の 自動分析 を試 み た。 ア ミノ酸 自動分析 機 をFlg.一5の よ うに改良 して ニ ン ヒ ドリン発 色
と同時 に ω一 ア ミノ酸 の 自動 比 色定 量 を可 能 に した。`試 薬 は0.2Mホ ウ酸 カ リウム溶液 に10%の
フェノー ル を溶 解 レて フェノー ル 試薬 と し,次 亜 塩素 酸 塩 の 有効 塩素 量:は5%が 最 適で あ った。 この条
件 に よ り標 準 ア ミノ酸に5種 類 の ω一 ア ミノ酸 を添加 して分 離 を 行な い,自 動記 録 した。 長 カ ラム(
0.9×58Gm)と 短 カラム(0.6×10cm)を 用 いた 分析 結果 をFig.一6お よび7に 示 した。 両
者の 条件 で ε一ア ミノカプ ロ ン酸 以 外 は良 く分離 し,ニ ンヒ ドリン発 色 の70%の 発 色 強度 が 得 られ,
最低5μgで 定 量が 可能 で あ った 。 この こ とか ら ω一ア ミノ酸 の 分離 同 定,お よび 定 量の 自動化 が 可
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Figure7.Chromatographicseparationofbasicamino
acidsonaAminexcolumn(6x100mm)
3薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る ω一 ア ミ ノ酸 の検 出
ω 一 ア ミノ酸 の 検 出 と同定 を さらに 簡便 に 行 な う手段 と して この発色 反応 を薄層 ク ロマ トグ ラ フ ィ
ー に適 用す るこ とを 試み た。 薄 層 は アル ミナと ろ紙粉 末 を1:2の 割 合 で 作製 す る と最 適 で あ り,発
色 は5%フ ェノー ル 水溶 液 を噴 霧後,ほ ぼ 当 量の 有 効塩素5%の 次 亜塩 素 酸塩 溶 液(0.5%NaOH
　へ
含 有)を 噴 霧,75DCで5分 間 加熱 して行 な った。 この 条件 に よ り ω一 ア ミノ酸 は1-2μgで 明瞭
な ス ポ ッ トを 与え,グ リシ ンお よび リジ ン以 外 の α一ア ミノ酸 は ま った く発色 しなか った 。 い くつ か
の ω_ア ミノ酸 の発 色 例 をFig.一8に 示 した。 この青 色 の 色素 は室 温 で24時 間放 置 して も約10%
低 下 したの みで 十分 安 定で あ った。 この 条件 に より各種 ω一ア ミノ酸 や ア ミン等の 発色感 度 を求 め た
結果 をTable-2に 示 した。 また グル タ ミン酸脱 炭酸 酵 素 の 反応 生 成 物 の同 定を 本方 法に よ り行 な
い,明 らか に7一;了 ミノ酪 酸 が検 出 され,反 応生 成 物 の 同定 等 に応 用で きる こ とが 立証 され た 。
一42一
身 、 ・
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ω 一41〃'～〃θ ム1`ゴ`15 Tryptophana) 一 一 一 十
(3-Alanine 十 十 十 十 HistidineHCIa'
一 一 十 a
ry-Aminobutyric 十 十 十 イ OrnithineHCI
一 十 → 十
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一一一 十 MethylamineHCl ¶一 胃 曽 → 斗
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一一
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a-Hydroxy-y-amino一 一 十 十 十
TrimethylamineHCl 一 一 四一 一
butyric EthylamineHCI 一 一 ・モー 十
Taurine 十 斗 十 十
Ethylenediamie2HC1 一 一 一 十
Ciliatine 十 十 十 十
TyramineHC1ω 十 十 十 十
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TryptamineHCIa' 一 十 十 十
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一 一 十 十
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Tyrosinea》 一 一 一. 十 Ammoniumsulfate ■一 一 十 一F
Asparticacidロ) 一 π 一 「 一 十 Ammoniumoxalate } 一 十 一a
Asparagine 一 一 一 十 Mfcθ 〃αηθα'∫
Glutamicac董d
一 一 一 一 Urea 一 一 一 十
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の
Serine } 一 一 十





皿 β 一 ア ラ ニ ン の 代 謝
1.微 生 物 に よ る β一 ア ラニ ンの代 謝
微 生物 に限 らず 個 々の生 物 に現 在 認め られ てい る β 一ア ラニ ンの代 謝 経路 を ま とめ てFig.一9に.




















一方 分解 系 で は β一ア ラニ ンア ミノ基転 移酵 素(β 一AlaTA)に よ りマ ロ ン酸 セ ミアルデ ヒ ド(
MSA)を 生 成 し,次 に2,3の 経路 を経 てTCA回 路 に導 か れ る と考 え られ て い る。 しか し β 一 アラ
ニ ンを主 体 に した研 究 は少 な く,関 連 す る酵 素 の化 学 的 性質 はほ とん ど不 明で あ り,同 一 の生 物 が こ
れ らの経路 を同 時 に持 ち得 るのか も不 明で あ る。 そ こで微 生 物 を用 い喝 休 止細 胞で の β=ア ラニ ンの
消長 を 追跡 し,さ らに関連 す る酵 素 を精 製 し,諸 性 質 を明 らか に して,代 謝 経路 を総 合 的に 考 察 した。
供 試菌 は β一ア ラニ ンの生 成 量 が多 く,良 く資化 す るE.c碗Bと,土 壌 より分離 同定 したBα 一
c`〃 螂cθrε 榔 の2菌 株 を 用い た。 まず β一ア ラニ ンの生成 系に つ いて検 討 した 結果.両 株 共 ウ レ
イ ドプ ロ ピオ ナー ゼ(UPAase)と ア.スパ ラギ ン酸 α「脱 炭 酸酵素(AAD)を 持 ち,生 育 条件 に
よ り両 酵素 の 活性 の 出現 に差が 認 め られ た(Tabl¢ 一3)。
この こ とは両 経路 が β一 ア ラニ ンの供給 を生 育 条件 に より分担 し制 御 して い る ことを示 唆 して い る。
また β一AlaTA活 性 も認 め られ,生 成 した β 一アラニ ンは ア ミノ基 転移 を受 け て代謝 され る と考
え られ る。一 方8.cerθ 螂 を放 射 性 β.一ア ラニ ンと反 応 させ,放 射 活性 の ア ミノ酸 お よび有機 酸 へ の
と り こみ の分 布 を検 討 し,Tab!e-4の 結果 を得 た。 ア ミノ酸 画 分 で は グ リシ ンへ の と り込 み が も
っとも大 ・き く,次 いで アスパ ラ ギ ン酸,セ リ ン,ア ラニ ンの 順序 で あ った。 また エ タ ノー ル ア ミンへ


















































































一 ル ア ミンの生 成が 認 め られ た こ とか らも,β 一 ア ラニ ンの脱 炭 酸生 成物 と考 え られ る。 この 事 実か
ら,β 一ア ラニ シがエ タノ.ニル ア ミンを経 て グ リオ キ シル 酸 を生 成 し,ア ミ.ノ基 転 移 に よ りグ リシ ン
を生 成 す.る経路 の存 在 を推 定 した。 さ らに この 経路 の存 在 を生 成物 の同 定,代 謝関連 化 合物 の資化 性
.
お よび酸 素 呼吸 能 の検 討 に より確 かめ た 。有 機 酸画 分 で は β一 ヒ ドロキ シプ・ロ ピオ ン酸(HPO),マ
ロン酸 お よび酢 酸 に放 射活 性 が認 め られ る こ とか ら,ア ミノ基.車i…移 に よ り生 成 したMSAが これ ら3
経路 に よ り同 時に代 謝 され る こ とを示 し,コ ハ ク酸 へ の と り込 み が高 い ことか ら,HPAあ るい は マ
一45一
ロ ン酸か らコハ ク酸合 成 が活発 に行 なわ れ て い る ことが 推定 され た 。
2β 一アラニ ン生 成系の酵素化学的検討
前記2菌 株 はUPAaseとAADの 両 者を 持つ こ とが 明 らか にな った。 特 にAADは これ まで 検討
され た例 は ま った くない 。 そ こで これ らの精 製 を行 な いlUPAaseは40倍 に,AADは 電 気 泳 動
的 に 単一 の 蛋白 質 と して 得た ので,こ れ らの 標 品を 用い,一 般 的性 質 を明 らか に した(Table-5
お よびTable-6)。AADは ピ リ ドキサル リン酸 を補 酵素 とす るB6酵 素 で あ る。.本酵 素 はパ ン ト
テ ン酸 と拮抗 して生 育
Table5.EnzymaticpropertiesofL-aspartate
を抑 制す るD一 セ リン,α _deGarboxyユas ,ein .E.co``B
イソ セ リン,シ ス テ イ
ン酸 お よ び ヒ ドロキ シ
アスパ ラ ギン酸 に よ り,
顕 著 に 拮抗 阻 害 を受 け
た。 この ことか ら生 育
阻害 はAADの 阻害 に
起 因す る こ とが 明 らか
にな った 。 一方UPA
a6eは チ ミンの 分解
生成 物 で あ る β一 ウ レ
.イ ドイ ソ酪 酸 に も作用
して β 一ア ミノ イ ソ酪
酸 を生 成 す る。 後述 す
る β一AlaTAに より
この ア ミノ酸 は β一.ア
ラニ ン と同 じ速 度で ア



































とか らチ ミンは 同一 の酵素 系で 代謝 され る と思わ れ る。 また これ ら β一ア ラニ ソ生 成 酵素 の 至適pH
の相違 お よびpH安 定域 の差 か らも前 記 β一ア ラ ニ ン供 給 を分 担 して い る ことを推定 した。
一46一
3、 β一 アラニン分解系 の酵素化学的検討
β.Cθ紹嶋 に お いて β一 アラニ ンは ア ミノ基転 移 を受 け るだ け で な く,脱 炭 酸 に よりエ タ ノー ル ァ
ミンを生 成 す るこ とが明 らか に な った。 そ こで この脱 炭 酸酵 素 と β一AlaTAを 精製 し,性 質 を明 ら
かに す る と同時 に β一ア ラニ ンの分 鯉経路 につ いて さ らに検 討 を加 えた 。脱 炭 酸反 応 は菌 体抽 出液で



















































ら反 応 に はNAD+が 必 要 で あ る ことが 判 明 し た。 そ こで 精 製を 行な い,比 活性 約50倍 の精 製標 品
を得 てゲ ル電 気泳 動 を行 ない,そ の活 性 を測 定 の 結果 一本 の主 パ ン ドに のみ 活性 が認 め られ,こ のパ
ン ドに は β一AlaTAの 活 性 は み られなか った(Fig.一11)。 この こ とか ら電 気 泳動 的 に は1種 類
の酵 素に よ り触 媒 され る ことが明 らか に な った の で本 酵素 の 諸性 質 も検 討 しTable-7に まとめ た。
また 本反 応 は エ タ ノー ル ア ミンか ら生 成 す る グ リオ キ シル 酸`こよ り強 く阻 害 され た 。 この よ うな 反応
…
を触 媒 す る酵 素 に つ いて の報 告 は ま った くな いので微 生 物 に おけ る分 布 を検 討 し,か な り広 範囲 に本
反 応 系が 存在 す る ことを認 め た。 なお この酵 素 は 水が 関与 す る次 式の よ うな 反応 を触 媒 す る も の と結
論 した。
p-Alanine十HZO十NAD+一aEthanolamine十COZ十NADH十H+
次 に β一AlaTAを 精製 し酵素 蛋 白質 と しては じめて 単一 の 標品 を得 た。 そ こで酵素 化 学 お よび
























質 特 異性 をTable-9お よび10に 示 した。 ア ミノ基供 与体 は β一ア ミノイソ酪酸 が β一 ア ラニ ン
とま った く同 じ活性 を 示 し,ま た ア ミンもか な り良 い基質 とな るこ とが判 明 した。 ア ミノ基受 容 体 は
ピル ビ ン酸 に特 異 性が 高 く,他 に グ リオ キシ ル酸 が約50%の 活性 を示 した。 この ことは エタ ノー ル
ア ミンか ら生 成 す るグ リオキ シル酸 は 本酵 素に よ り代 謝 を受 け グ リシ ンの生成 に関 与 して い る ことが
明 らか に な った。
β一AlaTAに よ り生 成 したMSAは 酸化 また は還 元 を受 け て アセ チルCoA,マ ロ ン酸 あ るい は
HPAを 生 成す る。B .・εrθμ5は これ らす ぺて の経路 を持 つ ことが明 らか に な った。 そ こで 各酵 素 の
部分 精 製 を行 な い,諸 性 質 を検 討 し,結 果 をTable-11に 示 した 。 これ らの酵素 活性 のなか で
HPAの 生 成反 応 が も っ とも強 く,次 いで マ ロ ン酸,ア セ チルGoAの 順序 で あ った。 この結 果 か ら
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MSAは 主 にHPAを 経 て コハ ク酸 を生成 しエネ ル ギー 源 と して 利 用 され る と結論 した。
以 上 の実験 結 果か ら8.cθrθ婚 に おけ るinvi.tro代 謝に 基 いて β一アラニ ン の 代 謝 経路 を示




































































































































































































































1.β 一 アラニ ンを代 表 とす る ρ「 ア ミノ酸 の新 しい特異 的 定 量法 を確 立 した 。 反 応 は ω一位 の ア
ミノ基脱 離 に よ り生 成 した ア ンモ ニ アがBerthelot反 応 に よ り630nmに 極大 吸収 を示 す イ 著
ドブ ヱノー ル を生 成 す る ことが考 え5れ た。Borateの 添 加 に より本反 応 の発 色 は安定 化 した。
2.本 定 量 法 は感 度 良 く, .安定 性 お よび再 現 性 も高 い こ とか ら,ω 一ア ミノ酸 め分 布 の検 討 に止 ま
らず,ω 一 ア ミノ酸 を生 成 す る諸 酵素 の 活性 の測 定 に広 く応 用 し得 る こ とを 明 らか に した 。
3.こ の定 量 法 を用 い ・ 自動 分 析 機 お よび薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー の使 用 に.より,ω 一 ア ミノ酸 の
分 離,同 定 お よび牢 量 の 自動化 と禰 易化 を可能 に した 。
4,微 生物 に 主る β一 アラニ ンの代 謝経路 につ い て上 記定 量 法 を応 用 して 検討 を加 え,β 一 ア ラニ
ンを脱 炭 酸 す る新 しい経路 が 存 在す る こ とを見 出 した。 この反応 は電気 泳 動 的に 単 一の酵素 に より触
媒 され,NAD+を 補 酵素 とす る酸 化 的脱 炭 酸 に よ りエタ ノール ア ミ.ンを生 成す る こと を明 らか に した。
5.,8一 ア ラニ ン生成 酵素 で あ る アスパ ラ ギ ン酸 α一脱 炭 酸酵 素 を は じめ て電気 泳 動的 に 単一 な酵
素 蛋 白質 と して 精 製 し,従 来 ま った く不明で あ った酵素 化 学 的性 質 を明 らか に した。 さ らに β一 アラ
ニ ン生 成 にお け る9レ イ ドプ ロ ピオナー ゼ との役 割 の 分担 に つい τ考 察 を加 え た・
6.β 一 ア ラニ ン分解 系 で は・脱炭 酸 酵素 以 外 に β一ア ラニ ンア ミノ基 転 移 酵素 につ いて精 製 を行
な い,単 一 の酵 素標 品 を はじめ て得 た。 この標 品 につ い て酵素 化 学的,蛋 白化 学 的 諸性 質 を明 らか1こ
した 。
7.以 上の 実験事 実 とア ミノ基 転 移に よ り生成 す る マ ロ ン酸 セ ミアル デ ヒ ドの代 謝経路 の検討 結 果
か ら,β 一 ア ラニ ンの生 成 と分解 経路 を総合 的 に考 察 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
β一 アラ ニ ソは,パ ン トテ ソ酸の 構成 成 分 とし て存在 す る ほか,生 体 内 で は種 々の 生理 活性 物質 の
構成 分 とし て重要 で あるみ しか し∴ 汐一 ア「ラ ニ ンの 生合 成 お よび 分 解 に 関し ては断 片 的 な知 見が 得 ら
れて いる のみ で,多 くの未 解決の 問 題 を残 してい た 。 本研 究 は,β 一 ア ラニ ンの代 謝経 路に つい て 総
合 的な 研 究を 行 うこ とを 目的 と して,`先 づ β一 ア ラニ ソの定 量法 を確 立 し,つ い で,多 数 の微 生物 の
中よ り',β 一 ア ラニ ソの代 謝 系 の 活性 が 高 い菌 株2種 を 選択 し.酵 素 化学方 法 に よ り代謝 系の研 究を
行 った。
β一 ア ラニ ソの定 量法 には,Berthelot反 応 の 原 理 を応用 し,6%フ エ ノ ール,0.25NNaOH,
7・5%NaClOと 共 に100℃,10分 間加熱 す る こ とに よ り,安 定 な発 色 条件 を確 立 す る こ とが で
きた 。 こめ 条件下 では α一 ア ミノ酸は,ω 一位 に ア ミノ基 を もつ もの 以外 は 全 く発色 しなか つた 。 さ
らに この定 量 方 法を 利 用 して,ω 一 ア ミノ酸 の 自動 分 析法 を確 立 した。 この 方 法 は著 者 の独 自の考 案
に よ る もの で,広 く利 用 され る もの と考 え られ る。
つ いで著 者 は,β 一 アラ ニ ソの 代謝 活性 の 高い微 生 物 と してE,coliBお よびBacilluscereus
の2菌 株 を 選択 し,β 一 ア ラ ニ ンの 生成 系 につ い て 検討 し,両 株 共 ウレイ ドプロ ピオ ナ ーゼ および ア
ス パ ラギ ソ 酸 α一脱 炭 酸酵 素 の活 性 を認 め,主 要生 合成 系 と推 定 した 。 また β一 ア ラニ ン トラ ソス ア
ミナ ーゼ 系,β 一 ア ラニ ン脱 炭酸酵 素系 に つい て も詳 細 に研 究 し,分 解 系 の主要経 路 とし た。 これ ら
の代 謝 系の 関与 す る酵 素 を それぞ れ単 離精 製 し,そ れ らの性 質を 明 らか に した ・
以 上,本 研 究 は,ω 一 ア ミノ酸 の 定量 法,特 に 自勤分 析 に よる定 量法を は じめて 確立 し,こ の分 野
にお け る研 究 に 寄与す る と共 に,微 生物 に おけ る β一 ア ラ ニ ソの代 謝に つい て系 統 的 な研 究 を行い,
その代 謝 系の 全体 像 を 明 らか にす る ことが で きた 。 生化 学 領 域 の 基礎 と して 重要 であ る のみ な らず,
応 用分 野に も役立 つ こ とが 多 く,農 学 博士 の学 位 を 授与 す る に充 分な価 値 あ る もの と認 め る。
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